











































































lymphocytes  T.  La  protéine  tyrosine  kinase,  la  glycogène  synthase  kinase  3  (GSK‐3),  inhibe 





















The  transcription  factor  T‐bet  plays  a  central  role  in  regulating  T‐cell  differentiation, while  the 
protein tyrosine kinase, glycogen synthase kinase 3 (GSK‐3)  inhibits T‐cell activation and controls   
the expression of  inhibitory  receptors PD‐1 and LAG‐3 on T‐cells. Although GSK‐3  inhibition can 
increase T‐bet expression,  the  inter‐relationship between T‐bet and GSK‐3  in  tumor  immunity  is 
unknown. In this study, we show that T‐bet knock‐out (Tbet‐/‐) mice are compromised in their ability 
to control the growth of the B16 melanoma tumor cells. However, the injection of a small   molecule 


































































































Multiple  roles  of  T‐bet  in  Th  cell  differentiation  (adaptive  immunity)  and mucosal  immune 
responses (innate immunity). T‐bet is expressed by both the cell types from lymphoid and myeloid 
lineages.  It  regulates mucosal homeostasis via dendritic  cells and other  innate  lymphoid  cells  

























































which  is not very significant as shown  in  flow cytometric analysis. Replicating  the experiment 
could clarify the effect of GSK‐3 SMI on FasL. ............................................................................. 51 
Figure 16. –  Tbet‐/‐  and  GSK‐3  SMI  both  reduce  PD‐1  expression.  GSK‐3  SMI  effect  is 
consistent with previous paper from Rudd  lab  (90). The P value  in the flow cytometric analysis 
































































































































































can be either benign which  is not  cancerous or malignant which  is  cancerous. Unlike benign 
tumors, malignant tumors acquire the property of metastasis which means to spread to the other 
parts of the body through blood and lymph system (1, 2, 3). 
Cancer which  is a complex disease  is  influenced by genetic and epigenetic modifications  in  the 
tumor cells and is also based on the cross talk between tumor and its micro environment (1). Rudolf 
Virchow  in  the  year  1863  predicted  that  there  must  be  a  hidden connection  between 





















Escape phase mainly  results  in escape of  tumor cells  from  immune system by developing  the 
mechanisms resulting in the loss of cognate antigen expression and gaining resistance to immune 
responses (12, 17). The immune cells such as natural killer cells (NK) and CD8+ T cells which are 
cytotoxic  in  nature  eliminate  the  cancer  cells which  are more  immunogenic  in  nature.  This 
response  is during early stages of tumor development (18). The  less  immunogenic cancer cells 
proliferate  to  clinically  detectable  tumors  and  this  will  impact  the  different  subsets  of 
inflammatory cells on tumor fate (19, 20). 




The  interactive network of cells,  lymphoid organs, cytokines and humoral  factors  is known as 
immune system. The main function of the  immune system  is to recognize the foreign antigens 




self and  to keep  the memory  is achieved  through  the process of clonal selection. This kind of 







































All the  T cells are distinguished based on  the  receptors present on  their cell surface. They are 
mainly involved in cell mediated immunity. They have no function until they encounter antigen 
(Ag) and co stimulatory molecules induced by innate immune cells. There are different types of T 
















































Only  few  survive  and  undergo  clonal  expansion  (60,  61).  B  cells  in  bone marrow  undergo 
rearrangement of their Immunoglobulin (Ig) genes with the help of bone marrow stromal cells 
and  acquire  receptors  of  cell  surface  IgM which  can  now  interact with  the  antigens  in  the 




defined  based  on  their  molecular  programs  (62‐64).  During  the  developmental  stages,  Ag 




Bone marrow stromal cells are  important  for  the development of B cells. So,  in  in vitro, bone 
marrow  stromal  cells  are  added  as  they  provide  soluble  growth  factors  (GFs) which  control 
lymphocyte proliferation and differentiation  (68, 69). B  cells grow  in bone marrow which are 
stimulated by stem cell factor (SCF), which is a cytokine present on the stromal cells, Vascular cell 






















Discrimination  of  self  from  non  self  is  generally  acquired  during  T  and  B  cell  ontogeny  and 
maturation (77, 78). The inability to react to the self which means that the host lymphocytes are 


















Lymphocytes which  receive  survival  signals would  leave  thymus and enter  the periphery. But 
unfortunately, few T cells which are reactive to the self‐antigens also escape into periphery (89, 
90). Such  T cells are either deleted or subjected to state of anergy where they cannot respond to 
antigens  by  the  peripheral  tolerance.  This  type  of  tolerance  is  operated  through  one  of  the 
following 3 mechanisms (89). 
 Inducing  the  state of  anergy which means T  cells  are  functionally  inactive and  cannot 
elicit any immune responses (77). 
 Destruction of  the  T  cells  (which  are  reacting  to  the  self‐antigens)  via  apoptosis  by 
inducing    death signals (90). 




















98).  The  reactivity  of  T  cells  to  self‐antigens  results  in  auto  immune  responses  (89).  Such 
responses are prevented by the specialised immune cells by maintaining the homeostatic balance 
between Teff  (effector T cells) and Treg  (regulatory T cells) which  is based on  the  role of co‐
signalling  receptors  (co‐stimulatory  and  co‐inhibitory  receptors)  which  help  in  modulating 
autoimmune and anti‐tumor immune responses (41, 99). 
Bi‐signaling mechanism  is  the main process  in T  cell activation and expansion. Primary  signal 
involves binding of Ag specific TCRs on T cells to cognate antigen presented by APCs. Secondary 
signal  is  acquired  from  co  receptors  interacting with  the  co‐stimulatory/co‐inhibitory  ligands 









Ig  super  family  contains  immunoglobulin  domain  and  based  on  this  extracellular  domain 
structure, it includes CD28 (T cell specific surface glycoprotein), cell adhesion molecule PVR‐like 
(CD155) and T‐cell immunoglobulin and mucin (TIM). TNF super family has TNF homology domain 












molecules  and  inhibit  the  T  cell  above  mentioned  processes. Most  important  co‐inhibitory 
receptors are Cytotoxic T‐Lymphocyte Associated Protein 4 (CTLA4), Programmed Cell Death 1 




by Tregs which  include PD1,  ICOS, TIGIT, LAG3, TIM3, TNF‐RII, and 4‐1BB. Other receptors  like 
GITR, CTLA4, OX40 are also expressed by Tregs (99, 110, 111). 





















differentiation  into memory T cell  subsets. Apart  from  its major  role  in T cells,  it also plays a 
prominent  role  in  NK  cell  and  innate  lymphoid  cell  development. When  complexed with  β‐ 
catenin, results in transcription of Wnt target genes via Wnt/ Catenin canonical pathway. TCF1 



















Along with NFAT,  the other  two  TFs  involved  in  T  cell  activation  and differentiation  are AP1 
(Activator Protein‐1), NF‐κB (nuclear factor kappa‐light‐chain‐enhancer of activated B cells) (118). 

























It  is  shown  in  another  study  that  T‐bet  and  Eomesdermins  are  master  regulators  of  Th1 
phenotype. T‐bet is found specific to Th1 cells but Eomes are more specific to CD8+ T cells and 
less expressed in CD4+ T cells (121). Knock out of T‐bet results in increased cancer metastasis (73). 
Role of T‐bet  is known to have  its regulation  in  innate  immunity particularly Natural Killer (NK) 
cell function in cancer. T‐bet and Eomes regulate adaptive immunity against cancer by promoting 
migration  of  CD8+  T  cells  enhancing  IFNγ  production  and  suppressing  inflammatory  IL17 
production (121). Knock out of T‐bet and Eomes resulted in lower expression of CXCR3 in T cells 







Multiple  roles  of  T‐bet  in  Th  cell  differentiation  (adaptive  immunity)  and mucosal  immune 
responses (innate immunity). T‐bet is expressed by both the cell types from lymphoid and myeloid 












































The  effect  of GSK‐3  on  glucose  uptake  and GLUT1  are mediated  by mTOR/TCS2  dependent 


















increases  Granzyme  B  and  Lamp‐1  production  and  the  cytotoxicity  activity,  as  well  as 




























































tumor  antigens  to  CD8+  T  cells  and  activate  them  (162‐164).  CD4+  T  cells  also  play  role  in 
differentiation of CD8+ T cells into memory CTLs (165‐167). 
CTLs in the “activation” state, would kill the target cells either by Fas‐ Fas ligand (FasL)‐mediated 




































from  circulating  monocytes  after  tissue  extravasation.  They  are  generally  divided  into 
proinflammatory polarization (M1‐polarized driven by LPS and IFNδ) which on activation produce 
pro‐inflammatory cytokines and reactive oxygen/nitrogen species, which are crucial for tumor cell 
killing  and  host  defense  and  are  therefore  considered  as  ‘good’  macrophages  (182).  Anti‐ 




but  also  promote  angiogenesis,  lymphangiogenesis,  EMT,  cancer  cell  proliferation  and  ECM 





and  inducing  the  inflammatory response by secreting many cytokines, neutrophil extracellular 
traps (NETs) (185‐187). Theoretically, neutrophils are considered as potent anti tumor effector 
cells since they secrete various cytotoxic and antimicrobial compounds (neutrophilic granules), 
cytokines  and  chemokines which  can  recruit  other  cells which  have  antitumor  activity. They 
destroy  tumor  cells  using  the  mechanism  of  antibody‐dependent  cell‐mediated  cytotoxicity 
(ADCC) which  is a cytolytic process. This process  involves effector cells of the  immune system 
which  lyse  the  target  cell whose  surface  antigens  are  bound  by  specific  antibodies  (188).  In 


























cells are  involved  in tumor promotion by secretion of TGF β and  IL‐10 and also recruit MDSCs, 





Myeloid  derived  suppressor  cells  (MDSCs)  are  immature  cells  of  myeloid  origin.  They  are 
granulocytic or polymorphonuclear MDSCs (PMN‐MDSCs) and monocytic MDSCs (M‐MDSCs) (204‐
207).  The  M‐MDSCs  are  similar  to  M2‐polarized  macrophages  whereas  PMN‐MDSCs  are 
morphologically similar to N2‐polarized neutrophils which all together come into the category of 
tumor promoting immune cells (208). They inhibit the effector function of T cells and also regulate 
innate  immune responses. Apart from  inhibiting  immune cells, MDSCs are also  involved in non‐





























(215). However,  the  full  range  of  targets  for GSK‐3α/β  blockade  in  T‐cell  function is unclear. 
Several pathways include the Wnt pathway for the activation of TCF1/7 (129, 130) as well as  the 




increased  susceptibility  to  B16  melanoma  tumor  growth.  To  understand  the  mechanism 
40 
 




















bred  to  C57BL/6  females.  These  mice  were  backcrossed  to  C57BL/6  mice  for  at  least  8 
generations. Upon  arrival  at The  Jackson  Laboratory, mice were bred  to C57BL/6J  (Stock No. 





























were  then  gently  pressed between  the  frosted  edges of  two  sterile glass  slides,  and  the  cell 




from  ficoll density  gradient  centrifugation  is  aspirated, washed  and used  for  flow  cytometric 
analysis.  Single  cell  suspension  before  ficoll  separation was  used  to  check  for  the  different 
immune  cell  lineages  among  Tumor  infiltrating  leukocytes  (TILs).  Cells  from  ficoll  gradient 
separation were used to characterize T cell infiltration, to check for the different markers like co 




Antibodies  against  CD45‐AF700,  TCRb‐BUV395,  CD4‐PERCP/CY5.5,  CD8a‐BV650,  CD44‐BV605, 
CD62L‐APCCY7, PD1‐BV421, Lag3‐APC, CTLA4‐PE DAZZLE, TCF1‐AF647, Eomes‐PE DAZZLE, Tbet‐
PECY7,  Ki67‐FITC,  granzymeB‐PE,  perforin‐APC,  FasL‐BV421,  IFNγ‐FITC,  TNFa‐PECY7,  TOX‐PE, 







cell  clumping.  Then  the  splenocytes  were  treated  with  1x  red blood cell (RBC)  lysis  buffer 
































in  the wild  type mice. The  finding  is  consistent with a  study by Gacerez et al., group using a 
different tumor model  (217). GSK‐3 SMI  (SB415286) has already shown to  inhibit the catalytic 
activity of GSK‐3 (143). Here, the graph shows that GSK‐3 SMI in the absence of T‐bet results in the 





























































GSK‐3 SMI on this number  (fig:11a, 11b). These two  figures give us an  information on already 


















































into  memory  precursors.  T‐bet‐/‐  mice  is  characterised  by  an  increase  in  the  progenitor 
transcription factor TCF1. This proves that T‐bet is needed to drive differentiation (i.e., Th1). So, 






proportion  of  T  cells  seem  to  underwent  a  proliferative  expansion  that  led  to  an  antigen 
experienced phenotype especially in the absence of T‐bet. 
 





















Figure 14. –  a,b)  Tbet‐/‐  CD8+  T‐cells  showed  reduced markers  of  T‐cell  exhaustion  in  TILs 
(viSNE plots),  c,d) The flow cytometric analysis also shows that there is a decreased expression 














































3.1.9 GSK‐3  SMI  resulted  in  decrease  in  the  expression  of  co‐inhibitory 
markers 


















Figure 16. –  Tbet‐/‐  and  GSK‐3  SMI  both  reduce  PD‐1  expression.  GSK‐3  SMI  effect  is 
consistent with previous paper from Rudd  lab (90). The P value  in the flow cytometric analysis 













Spleens  (3  from  each  group)  were collected  from  C57BL/6  WT,  Tbet  KO mice  for  the  in  vitro  
experiment. This experiment was repeated more than 3 times to check for the consistency of the 




show that T‐bet  is essential  for GZMB,  FasL and  IFNγ expression. GSK‐3 SMI  could  show  some 
effect on  FasL   expression  similar  to  invivo  experiment.  Therapy  with  anti‐PD1  antibodies  
seems  to  have   no   effect   on   IFNγ   and   GZMB   but   a   bit   increases   in   FasL   expression   in  
Tbet‐/‐.  But  the combinational  therapy  (combo)  with  GSK‐3  SMI  and  anti  PD1  shows  no  












































(228),  a  cytokine needed  for DC maturation  and other  functions. T‐bet  also  suppresses Th17 
development (229, 230). 










higher  TCF/Eomes  (possible memory)  and  lacking  CD44  (antigen  experienced cells)  and  also 
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